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RESUMEN 
 
El herbicida 2,4-D ha sido utilizado desde los años 40’s en las explotaciones 
agrícolas; sin embargo, este compuesto posee efectos nocivos sobre la salud 
humana, por esta razón, la búsqueda continua de metodologías capaces cuantificar 
residuos en diferentes muestras ambientales ha sido un gran campo de estudio en 
las últimas décadas; particularmente las técnicas de HPLC y CG han logrado esta 
función. Sin embargo, ambas técnicas tienen altos costos de análisis, por lo cual la 
Electroforesis Capilar (EC) es una opción para la cuantificación de residuos en bajas 
concentraciones; ya que posee un bajo costo, menor consumo de buffer y solventes, 
y con alta sensibilidad y reproducibilidad. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo 
fue “Establecer una metodología cuantitativa basada en Electroforesis Capilar en 
Zona para la cuantificación ácido 2,4-diclorofoenoxiacético (2,4-D) en muestras de 
agua”. Para esto se utilizó un equipo Beckman Coulter P/ACE MDQ Capillary 
Electrophoresis, utilizandó un buffer de fosfatos a pH 6.5 con 15kV y un capilar de 
boro-silicato con una longitud de 50 cm a la ventana de detección. El límite de 
detección con esta metodología fue de 9.32 mg L-1, con una R2=0.99. Es posible 
concluir que la técnica es adecuada para la cuantificación de 2,4-D; sin embargo, 
deben acoplarse metodologías para la concentración y extracción del 2,4-D, y así 
disminuir los límites de detección para el compuesto.  
xii 
ABSTRACT 
 
The herbicide 2,4-D has been used since the 40's by farmers, nevertheless this 
compound has adverse effects on human health. The continuing search for methods 
to quantify residues of 2,4-D in different environmental samples has been a great field 
of study in recent decades. Particularly, the HPLC and GC techniques have made this 
function, on the other hand, these methods have high costs. Capillary Electrophoresis 
(CE) is a great option for quantification wastes at low concentraitions, also this 
technique has a low cost, lower consumption of buffer and solvents, and high 
sensitivity and reproducibility. The aim of this work was to "Establish a quantitative 
methodology based on Capillary Zone Electrophoresis for quantifying 2,4-D". For this 
research, it was used an equipment Beckman Coulter P / ACE MDQ capillary 
electrophoresis with a diode array. Also, it was used a borosilicate capillary with a 
length of 50 cm to window with a phosphate buffer at pH 6.5 and 15 kV for the 
separation. The results were a detection limit of 9.32 mg L-1 with an R2 = 0.99. The 
conclusion was obtained: the technique is suitable for quantification of 2,4-D, but 
must engage methodologies for the extraction and concentration of 2,4-D, and thus 
lower detection limits for chemical compound in the environment. 
 
 
 1. INTRODUCCIÓN 
 
El uso de compuestos herbicidas ha llevado al hombre a incrementar los 
rendimientos en producción de los diversos cultivos, ya que la aplicación de estos 
agentes de control ha favorecido en un 90% o más al control de la maleza presente 
en los cultivares; ejemplo de ello son el glifosato y 2,4-D, herbicidas que lograron un 
control del 100% a tan solo nueve días después de su aplicación (Mamadou et al., 
2010). Sin embargo, algunos de estos agentes químicos poseen efectos sobre la 
calidad de los alimentos, ya que alteran las características fisicoquímicas y 
organolépticas de los mismos (Al-Waili et al., 2012). Aunado a los daños directos e 
indirectos sobre la salud, tales como carcinogénesis, teratogénesis e incluso efectos 
sobre el sistema endócrino de mamíferos, incluido el hombre, y otros animales (Fu et 
al., 2008). 
Por lo anterior, los herbicidas han sido cada vez más estudiados en sus efectos 
sobre suelos y otros ambientes, siendo un ejemplo de esto, el estudio realizado por 
Lins et al. (2007); en el cual, la variación de artrópodos Colembolla fue observada a 
través del tiempo posterior a la aplicación de cuatro herbicidas diferentes, de entre 
los cuales 2,4-D provocó un decremento en la población de estos organismos. 
Lo anterior ha favorecido la aparición de metodologías basadas en la 
Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (HPLC, por sus siglas en ingles) y la 
Cromatografía de Gases de Alta Resolución (HPGC, por sus siglas en ingles), para la 
determinación de compuestos a bajas concentraciones en muestras ambientales. 
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Particularmente, el HPLC ha logrado, para 2,4-D, cuantificar hasta 0.006 mg L-1 en 
muestras de suelo (Kashyap et al., 2005); por su parte, Salem (2007) observó límites 
de detección de hasta 20 µg mL-1 para ácidos clorfenoxiactéticos y carbamatos 
utilizando la tecnología de Cromatografía de Gases acoplado Espectrometría de 
Masas (GC-MS por sus siglas en ingles) para muestras de suelo y agua. 
Una alternativa a estas técnicas analíticas es la Electroforesis Capilar (EC), la 
cual reúne las características de separación de las anteriores, con la ventaja de ser 
una técnica relativamente económica, con una vida media superior en los capilares, 
en contraste a las columnas de HPLC y HPGC, además requiere un menor volumen 
de solventes para la separación (Backer, 1995). La Electroforesis Capilar ha 
demostrado tener la capacidad de cuantificar diversos herbicidas y otras moléculas, 
tanto en suelo como en fluidos de mamíferos a nivel de nanogramos (Qin et al., 
2002; Asami e Imura, 2006; Fu et al., 2008). 
Con estas técnicas se ha logrado obtener modelos de transporte basados en 
isotermas para diferentes contaminantes herbicidas y otras moléculas orgánicas, 
algunos ejemplos son el 2,4-D (Bakhtiary et al., 2013), Atrazina (González-Márquez y 
Hansen 2009), Liuron (Rodríguez-Cruz et al., 2003) Metil-Imazametabenz (Álvarez-
Benedi et al., 2007).  
Por todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue “Establecer una 
metodología que permita cuantificar 2,4-D por medio de Electroforesis Capilar en 
Zona en muestras de agua”. 
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1.1. Objetivos 
 
1.1.1.     Objetivo general 
Establecer una metodología que permita cuantificar 2,4-D por medio de 
Electroforesis Capilar en Zona en muestras de agua. 
 
1.1.2. Objetivos Particulares 
I. Determinar el buffer de trabajo para la detección de 2,4-D; 
II. Determinación del pH para la detección del compuesto 2,4-D; 
III. Estandarizar las condiciones de análisis para la cuantificación de 2,4-D; y 
IV. Estimar los límites de detección de la metodología establecida. 
 
1.2. Hipótesis 
 
La Electroforesis Capilar en Zona permitirá la detección y cuantificación de 2,4-D 
a bajas concentraciones en muestras de agua. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 
 
4.1. Generalidades 
Los herbicidas son compuestos utilizados con el fin de controlar, disminuir o 
erradicar el crecimiento o proliferación de plantas no deseadas en un espacio y 
tiempo determinado, llamadas malas hierbas. Estas substancias pueden ser 
clasificadas por su función, modo de acción, momento de aplicación o constitución 
química (Rosales-Robles y Sanchez-de la Cruz, 2006). 
Particularmente, la clasificación por constitución o familia química, nos permite 
conocer su modo de acción, ya que poseen características muy parecidas entre sí; 
algunos ejemplos son: fenoxiacéticos, triazínicos, sulfonilureas y, bipiridilos, entre 
otros (Esqueda-Esquivel y Tosquy-Valle, 2006). 
4.2. Herbicidas y su impacto en el incremento de los rendimientos 
agrícolas 
La aplicación de herbicidas ha favorecido el incremento en la productividad de los 
cultivos a nivel mundial, ya que al controlar las malezas reducen la competencia por 
luz, agua y nutrientes, evitando la reducción en la producción; tal es el caso ocurrido 
en Chile, donde la avenilla (Avena fatua L.) provoca pérdidas cercanas o superiores 
al 90% en el cultivo de trigo, cuando esta iguala o supera las 11 plantas m-2 (Ormeño, 
1992); por lo cual, existe una búsqueda constante para identificar el Periodo Crítico 
de Competencia (PCC) de la malas hierbas y de este modo reducir las pérdidas 
económicas en los cultivares; Anwar et al. (2012), determinó el rango de 7 - 49 días 
5 
después de la siembra como PCC en arroz, logrando una disminución del 95% en las 
pérdidas del cultivo, por mencionar un ejemplo. Además, existen casos de 
incrementos cercanos al 300% al realizar buenas prácticas del control de malezas, 
como ha sido logrado en el cultivo de soya (Esqueda-Esquivel y Tosquy-Valle, 2006).  
4.3. Efecto de la sobreutilización de herbicidas en la aparición de plantas 
resistentes 
A pesar de lo antes mencionado, la capacidad de adaptación de los organismos a 
los ambientes hostiles provocados por la aplicación de herbicidas ha facilitado el 
desarrollo de especies resistentes a diversos compuestos, por ejemplo, Raphanus 
raphanistrum en Australia que posee resistencia al ingrediente 2,4-D (Walsh et al., 
2008), agregando también a Lolium multiflorum (Griffin et al., 2004) y Conyza 
sumatrensis, ambas con resistencia al Paraquat (Chiang et al., 2008). Esto confirma 
lo mencionado por Beckie y Tardif (2012) quienes mencionan un incremento en 
malezas con resistencia a herbicidas principalmente de las familias Asteraceas, 
Amarantaceas y Poaceas. 
Bajo este escenario, los agricultores han buscado una solución basada en el 
aumento de las dosis de aplicación por hectárea y el uso de combinaciones de 
agentes químicos para el control eficiente de malezas. Este es el caso de Xica, 
Veracruz, donde el 2,4-D + Picloram es la principal combinación herbicidas para el 
control de malas hierbas en pastizales. Sin embargo, esta mezcla presenta una baja 
eficiencia para eliminar Solanum diversifolium, ya que requiere un periodo mínimo de 
90 días, después de la aplicación (DDA), para alcanzar 90% de control, mientras que 
para Mimosa albida Willd, este índice de eliminación es inferior al 67.5% a los 90 
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DDA (Esqueda-Esquivel y Tosquy-Valle, 2006). No obstante, lo anterior, en Veracruz 
el 34% de los ganaderos usan 2,4-D + Picloram para el control de malezas (Martínez 
y Cruz, 2009).  
Estas aplicaciones extensivas de herbicidas han favorecido su acumulación en 
ambientes acuáticos y edáficos de México como es el caso del Distrito de Riego 063 
que presenta concentraciones trazas de agentes triazínicos, fenoxiclorados (como 
2,4-D) y organoclorados en aguas y sedimentos (Hernández-Antonio y Hansen, 
2011).   
4.4. Efectos nocivos de los herbicidas 
Los herbicidas pueden permanecer en contacto con el hombre de diversas 
formas, algunas de ellas ocurren por el consumo involuntario de estos productos a 
través de los alimentos, tal como lo menciona Al-Waili et al. (2012), no dejando de 
lado el contacto directo por su aplicación para el control de malezas. Estos 
compuestos al ser mal utilizados pueden favorecer la aparición de síntomas como 
náuseas, vomito, y dolor abdominal, así como problemas neurodegenerativos, 
cáncer, he incluso la muerte del 5% de los individuos con intoxicación grave en las 
primeras 24 a 48 horas. Nakbi et al. (2010a) realizó una revisión sobre los diversos 
contaminantes en productos apícolas, entre los cuales destacan plaguicidas y 
herbicidas diversos, agregando a esto lo encontrado en el Departamento de 
Emergencia del Hospital del Oeste de China en junio del 2010, donde fueron 
atendidos pacientes con síntomas de intoxicación por Paraquat, que registraron una 
mortalidad del 48.24% en los dos días posteriores a su ingreso al nosocomio (Shi et 
al., 2012). 
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4.5.  Generalidades del 2,4-D y su impacto 
4.5.1. Características fisicoquímicas del 2,4-D 
El herbicida 2,4-D (Figura 1) pertenece a la familia química de los fenoxiclorados o 
fenoxiacéticos, compuestos agroquímicos más ampliamente utilizados en la industria 
agrícola para el control de plantas de hoja ancha (Rosales-Robles y Sanchez-de la 
Cruz, 2006). Este ingrediente es un compuesto que actúa de forma selectiva en 
plantas dicotiledóneas; fue descubierto en los años 40’s y su modo de acción es 
similar al comportamiento de las hormonas auxinas en las plantas. Al igual que el 
resto de los compuestos fexiacéticos, presenta un anillo de benceno, mismo al que 
se encuentran adheridos dos iones de cloro en las posiciones dos y cuatro 
(Kobylecka et al., 2009).  
Aunado a lo anterior, el ingrediente 2,4-D ha presentado baja adhesión al suelo, 
esto debido a su bajo coeficiente agua-octanol (Koc = 60), favoreciendo con esto su 
constante aparición en aguas subterráneas (Farenhorst y Prokopowich, 2003), sin 
embargo, existen otros parámetros o indicadores de adsorción del 2,4-D el suelo, 
como pueden ser el contenido de arcillas, materia orgánica y el pH (Rodriguez-Rubio 
et al., 2006).  
Comercialmente el compuesto 2,4-D puede ser encontrado con sales aminas, 
sódicas y amónicas, favoreciendo su disociación en agua; dando mayor estabilidad y 
evitando el daño a los cultivos de interés. Opuestamente, cuando la molécula 
presenta en su formulación ésteres, disminuye su solubilidad en agua y favorece la 
volatilidad del compuesto, disminuyendo también su reacción con sales en aguas 
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duras; causando problemas de fitotoxicidad en los cultivos de interés (Tarragó et al., 
2005).  
  
Figura 1. Molécula de 2,4-D, 2,4-D amino y 2,4-D éster. 
 
4.5.2. 2,4-D y su efecto sobre la salud humana 
La acumulación de estos plaguicidas es de gran preocupación, ya que se han 
encontrado trazas de 2,4-D en familias rurales de los estados de Minesota y 
California del Sur en Estado Unidos de América, que van desde los 0.5 hasta 2.1 μg 
L-1 en orina, antes de la aplicación del agroquimico (Alexander, et al., 2007). 
Fisiológicamente, estos químicos aumentan la oxidación de los ácidos grasos (Nakbi, 
et al., 2010a) además de afectar las células hepáticas (Nakbi, et al., 2010b) y de 
estar asociados a enfermedades tales como el Linfoma No-Hodgkin y Parkinson, 
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además el herbicida glifosato ha sido asociado por lo menos a diez tipos de cáncer, 
esto según la revisión realizada por De Roos et al. (2005). 
4.5.3.  Técnicas para el análisis cuantitativo de contaminantes 
ambientales 
Las técnicas utilizadas en la detección de herbicidas en suelo y agua así como en 
fluidos corporales se encuentra la Cromatografía de Líquidos y Gases de Alta 
Resolución (HPLC y HPGC, por su siglas en Ingles, respectivamente); sin embargo, 
una técnica emergente es la Electroforesis Capilar (EC) que reúne las características 
de separación de las anteriores pero con la ventaja de ser una técnica relativamente 
económica, los capilares utilizados son de mayor vida útil y requiere pequeños 
volúmenes de muestra con un bajo consumo de reactivos (Baker, 1995).  Es 
importante señalar que esta técnica ha demostrado tener la capacidad de cuantificar 
diversos herbicidas y otras moléculas tanto en suelo, como en fluidos de mamíferos a 
nivel de nanogramos (Qin, et al., 2002; Asami e Imura, 2006; Liu, et al., 2006; Xu, et 
al., 2008; Fu, et al. 2008; Lanaro, et al., 2011). Diversos investigadores han evaluado 
su capacidad de cuantificación en muestras de origen diverso; entre ellos, Lanaro et 
al. (2011), encontró como límite de detección en orina 22 ng ml-1 para Paraquat, por 
su parte, Fu et al. (2008), concluyó que la técnica de EC es adecuada para la 
determinación de 2,4-D en suelo. De hecho, Liu, et al. (2006) observó que la EC es 
una técnica eficiente para la detección de fenoxiclorados, e incluso con mayor 
resolución que HPLC y HPCG.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1. Ubicación e infraestructura utilizada durante la investigación 
La estandarización de la técnica de Electroforesis Capilar en Zona (ECZ) fue 
llevada a cabo en el Laboratorio de Remediación Ambiental y Análisis de Aguas, 
Suelos y Plantas de la Facultad de Agronomía en la Universidad Autónoma de Nuevo 
León, ubicada en el Campus de Ciencias Agropecuarias en General Escobedo, 
Nuevo León y en el Laboratorio de Análisis de Suelos, Aguas y Plantas de la misma 
Facultad, ubicado en el campus Marín, en el municipio de Marín, Nuevo León. 
Las muestras de aguas para la valoración de la metodología propuesta fueron 
tomadas a partir de agua embotellada (Epura) para consumo humano y agua del Rio 
Pesquería (RH 24BC). El cual es una subcuenca que pertenece a la región 
hidrológica de Bravo-Conchos cuenca Río Bravo–San Juan (INEGI, 2009). El caudal 
del citado río nace en el municipio de García, Nuevo León y es uno de los principales 
tributarios del Río San Juan (INEGI, 1986). 
5.2. Materiales, reactivos y equipo 
5.2.1. Reactivos y consumibles 
Todos los reactivos utilizados para la preparación de buffer y soluciones de 
trabajo utilizadas en este trabajo son grado HPLC, mientras que el agua utilizada es 
grado Mili Q y la molécula estándar fue 2,4-D (SIGMA-ALDRICH), con 99.8% de 
pureza. 
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5.2.2. Equipo de electroforesis capilar 
El equipo de electroforesis capilar utilizado para este trabajo fue un P/ACETM MDQ, 
Capillary Electrophoresis System, Beckman Coulter (Figura 2) con un detector de 
arreglo de diodos, utilizando un capilar de la compañía BeckmanCoulter modelo 
Capillary Tubing fabricado en sílice fundido con un diámetro interno de 50 µm y un 
diámetro externo de 375 µm, además tolera un rango de temperatura, para trabajo, 
desde los 18 hasta 30°C; la longitud total del capilar es de 62 cm, con un largo a la 
ventana de lectura de 50 cm. 
 
Figura 2. Imagen demostrativa del equipo P/ACETM MDQ, Capillary Electrophoresis 
System, Beckman Coulter. 
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5.3. Metodología 
5.3.1. Ensayos para la determinación de buffer y pH en la detección 
cualitativa de 2,4-D 
5.3.1.1. Selección del buffer de corrida  
Se evaluaron diversos buffers (Tabla 1) reportados en la literatura (Forray y 
Hallbauer, 2000; Lucio et al., 2006; Scrano et al., 2006; Fu et al., 2008; Fonseca et 
al., 2011) tomando en cuenta, como principal variable para la selección, la estabilidad 
de corriente dentro del sistema y la aparición de un pico emitido por la lectura del 
compuesto 2,4-D entre los 200 y 230 nm de absorvancia. Esta fase experimental no 
utilizó ningún análisis estadístico, por lo cual solo se tomó como adecuado aquel 
buffer que presentara reproducibilidad (n=5) para las lecturas del compuesto y 
estabilidad de corriente.   
Tabla 1. Buffers (mmol L-1) y pH utilizados por otros estudios para la cuantificación de 
2,4-D. 
Buffer [mmol L-1] Ph Referencia 
Acetato/Acético 30 4.5 
 
 
Scrano et al. (2006); Lucio et al. (2006); Fu et 
al. (2008); Fonseca et al. (2011) 
50 4.2 
Acetato 30 7 50 7.2 
Borato-Acético 30 8.2 Propuesta en este trabajo 50 9 
Borato 30 9.2 
Forray y Hallbauer (2000); Fu et al. (2008) 
50 9.2 
Fosfatos 20 
9.1 
8.2 
7 
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5.3.1.2. Determinación parcial del pH para la detección 2,4-D 
Para la determinación del pH en el buffer de corrida se probaron tres niveles 
diferentes, 9.1, 8.2 y 7, la variable a observar fue estabilidad de corriente, tiempo de 
migración y la absorbancia del pico a los 200 nm utilizando 20 kV de voltaje, 7.5 µl de 
muestra y 10 s de tiempo de inyección a 0.5 psi de presión en la inyección. 
5.4. Estandarización de las condiciones de corrida para la detección 
cuantitativa de 2,4-D 
5.4.1. Determinación de las condiciones de pH del buffer de fosfatos 
La determinación de pH se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: buffer de 
fosfatos a 20 mmol, con un rango de pH de 6.0 a 7.5, a un intervalo de 0.5 pH entre 
cada tratamiento, utilizando sin variación en el experimento 25 KV de corriente 
aplicada al medio, con un volumen de muestra de 5 μL e inyección hidrodinámica por 
15 seg a 1 psi de presión.  
5.4.2. Evaluación del voltaje para las condiciones estándar de corrida  
El voltaje fue evaluado a partir de un rango de 15 a 27.5 kV con intervalo de 2.5 kV 
por tratamiento, dando un total de seis tratamientos, utilizando de forma constante 
las siguientes condiciones: buffer de fosfatos 20 mmol a 6.5 pH, con un volumen de 
muestra de 5 μL e inyección hidrodinámica por 15 seg a 1 psi de presión.  
5.4.3. Identificación del volumen de muestra para la condición estándar 
de ECZ 
El volumen de muestra fue definido midiendo los cambios en área y altura de pico 
del electroferograma observado, utilizando 5 tratamientos (1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10 μL 
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de muestra) con tres repeticiones por medio de un análisis de varianza en un diseño 
completamente al azar con un valor de P ≤ 0.05, manteniendo constantes   las 
siguientes condiciones: buffer de fosfatos 20 mmol a 6.5 pH aplicando 15 kV al medio 
y 1 psi en la inyección de muestra durante 15 seg.  
5.4.4. Determinación de la presión en inyección de muestra para la 
condición estándar de ECZ 
Las condiciones de presión para la inyección de muestra fueron determinadas a 
partir de tres tratamientos, utilizando 0.3, 0.5 y 1.0 psi de presión, manteniendo 
constantes el resto de las variables previamente probadas. Las condiciones de 
trabajo fueron buffer de fosfatos 20 mmol a 6.5 pH aplicando 15 kV con un tiempo de 
inyección de 15 seg y un volumen de muestra 5.0 μL. 
5.4.5. Análisis estadístico para la determinación de las condiciones 
estándar de ECZ 
Los análisis estadísticos de los experimentos antes mencionados, fueron 
realizados en el paquete estadístico SPSS versión 20.0, utilizando un modelo 
“Completamente al Azar”, además para cada experimento se evalúo la relación entre 
las variables y la fuente de variación del experimento, para determinar si fuese o no 
necesario incluir un número mayor de tratamientos para cada ensayo. La 
comparación de medias se hizo por Tukey, cuando existieron diferencias 
significativas en el experimento. 
La secuencia de experimentos para la estandarización se encuentra resumida en 
la Figura 3, donde se puede observar el orden de los experimentos, variable 
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modificada para cada tratamiento y las variables que se mantuvieron constantes 
durante el estudio. 
 
Figura 3. Secuencia de experimentos (izquierda a derecha) para definir las 
condiciones estándar para la cuantificación de 2,4-D por ECZ. 
 
5.5. Análisis de muestras de agua previamente contaminadas con 2,4-D 
El análisis con muestras de agua fue llevado a cabo con agua proveniente del Río 
Pesquería y agua para consumo humano de la marca Epura. Ambas muestras fueron 
contaminadas con una dilución 1:10 de la solución madre de 2,4-D (0.932 mg mL-1) y 
se realizó el análisis con la muestra contaminada artificialmente y sin contaminar. 
Para este análisis las muestras fueron filtradas con papel Watman N° 1 utilizando 
una jeringa de 3 cm 3 como columna, dejando pasar un volumen de 5 mL de muestra 
libremente a través del filtro, finalmente se recuperó un mililitro de producto filtrado y 
se sometió a la metodología para Electroforesis Capilar en Zona establecida en este 
trabajo. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
6.1.  Selección del buffer de corrida  
Los resultados (Tabla 2) obtenidos en las pruebas para la selección del buffer 
fueron opuestos a los reportados en la literatura, ya que el buffer mayormente 
utilizado, para la separación de productos herbicida es Acetato/Acético, sin embargo, 
bajo las condiciones propias del Laboratorio de Remediación Ambiental y Análisis de 
Aguas, Suelos y Plantas, este buffer no presentó estabilidad en la corriente como lo 
mencionan diversos autores, tales como Fonseca et al. (2011), Fu et al. (2008), Lucio 
y Schmitt-Koplinn (2006) y Scrano et al. (2006). Por su parte, Fu et al. (2008) 
mencionó que los buffers de fosfato y borato, no fueron adecuados para la 
separación eficiente de los herbicidas, ácido 2-metil-4-cloro-fenoxiacético (MCPA) y 
2,4-D, ya que estos compuestos presentaron una sola lectura al realizar la 
metodología para la detección simultanea de ambos compuestos fenoxiclorados. Por 
lo anterior se decidió probar ambos buffers, ya que los compuestos utilizados para 
este trabajo no pertenecen a la misma familia química, como en el caso antes 
mencionado. Finalmente, solo el buffer fosfatos fue capaz de proporcionar estabilidad 
en la corriente y una lectura clara de la absorbancia de 2,4-D, con máximos en 200 y 
230 nm (Andino et al., 2010), a pH´s de 9.1, 8.2 y 7 (Figura 4).  
6.2.  Determinación parcial del pH para la detección 2,4-D 
Los pH probados en esta sección fueron 9.1, 8.2 y 7, se prosiguió a evaluar el 
comportamiento del herbicida 2,4-D, dando como resultado un electroferograma 
17 
mayormente definido a pH de 7. El buffer a pH neutro presento mayor estabilidad en 
la corriente eléctrica del sistema.   
Tabla 2.  Resultados de la determinación cualitativa para la selección de Buffer y pH 
necesarios para la detección de 2,4-D 
Buffer [mmol L-1] pH 
Resultados 
Respuesta 
en corriente 
Lectura 
Electroferograma 
Acetato/Acético 30 4.5 ‒ ‒ 50 4.2 ‒ ‒ 
Acetato 30 7 ‒ ‒ 50 7.2 ‒ ‒ 
Borato-Acético 30 8.2 ‒ ‒ 50 9 ‒ ‒ 
Borato 30 9.2 ‒ ‒ 50 9.2 ‒ ‒ 
Fosfatos 20 
9.1 + + 
8.2 + + 
7 + + 
Adecuado (+); Inadecuado (-) 
   
 
Los resultados encontrados no coinciden con la literatura previamente reportada, 
tal es el caso de Scrano et al. (2006) quien reporta un pH 3.6 utilizando 25.5 kV para 
oxasulfuron, obteniendo, con dichas condiciones, un tiempo de migración cercano a 
los 15 minutos. Los resultados reportados por Fu et al. (2008) fueron contrastantes 
de los observados en el presente estudio, ya que ellos obtienen un tiempo de 
migración de casi 16 minutos con buffer de acetato/acético a 30 mmol en un pH de 
4.3 para el herbicida 2,4-D. Los resultados presentados por Song y Budde (1996) 
para los compuestos Paraquat y Diquat se oponen a nuestros resultados, ya que 
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ellos utilizan un pH de 3.9 con buffer de ácido acético obteniendo un tiempo de 
migración cercano a los 10 minutos. 
 
Figura 4. Electroferograma en tres dimensiones para 2,4-D utilizando 
Electroforesis Capilar en Zona con buffer de fosfatos a pH 7.   
 
6.3. Cuantificación de 2,4-D mediante en ECZ 
6.3.1. Determinación de las condiciones de pH del buffer de fosfatos  
Existió diferencia significativa entre los tratamientos de pH (6.0, 6.5, 7.0 y 7.5) para 
las tres variables (tiempo de retención, área y altura), siendo el tratamiento con pH 
de 6.5 el mejor de ellos, ya que presentó mayor área y altura de pico con respecto al 
resto de los tratamientos, no siendo así para la variable tiempo de retención, donde 
fue igual que los tratamientos con pH de 7.0 y 7.5, pero superior al tratamiento con 
pH de 6.0. Estos resultados no concuerdan con los reportados por Kruaysawat et al. 
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(2001) quien observó un tiempo de retención superior a pH´s cercanos 4. La 
diferencia en la tendencia encontrada en nuestro trabajo puede ser explicada en el 
uso de buffer fosfatos, ya que utiliza un buffer de acetato de sodio, mismo que es 
citado por otros autores para la separación de compuestos químicos utilizados como 
herbicidas (Fu et al., 2009; Lucio y Schmitt-Kopplin, 2006); sin embargo, coincide en 
que existe una tendencia a mejorar la altura y área del pico al disminuir la acides del 
buffer de trabajo, como se muestra en la Figura 5.  
 
Figura 5. Comportamiento de la variable altura con respecto a los tratamientos de pH 
con valor de significancia de P ≤ 0.01.  
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6.3.2. Evaluación del voltaje para las condiciones estándar de corrida 
La evaluación del voltaje aplicado mostró diferencias significativas entre los 
tratamientos (15 – 27.5 KV con intervalos de 2.5), siendo el tratamiento con 15 KV el 
mejor de todos al obtener la mayor área y altura de pico de absorbancia, 
presentando además, un mayor tiempo de retención y mayor reproducibilidad que el 
resto de los tratamientos. Por su parte, la Figura 6a, muestra un claro efecto lineal 
sobre la migración del compuesto 2,4-D, con un decremento en el tiempo de 
migración al aumentar el voltaje aplicado, sumando a esto una disminución en la 
altura y área del pico (Figura 6b); esto difiere con lo dicho por Fu et al. (2008) quién 
encontró mayor reproducibilidad y eficiencia a 20 kV aplicados al medio con un buffer 
de acetatos y ácido acético, utilizando un rango de voltaje de 15 a 25 kV. 
6.3.3. Identificación del volumen de muestra para la condición estándar de 
ECZ 
La determinación del volumen de muestra solo presentó diferencias significativas 
para la variable área, en la cual, el tratamiento con 5 μL para volumen de muestra fue 
superior a los tratamientos de 2.5 y 7.5 μL, conjuntamente y de forma generalizada, 
el tratamiento con 5 μL de volumen se expresó con una media superior a los dos 
tratamientos restantes para todas las variables observadas. 
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Figura 6. A) El efecto observado al modificar el voltaje (15 – 27.5 KV) con un valor de 
significancia de P ≤ 0.01. B) La relación entre los tiempos de retención y el área 
obtenida (P ≤ 0.05), por el cambio de corriente aplicado (KV). 
 
6.3.4. Determinación de la presión de inyección de muestra para la 
condición estándar de ECZ   
Los resultados encontrados en esta sección, muestran diferencias significativas a 
un valor P ≤ 0.01 para todas las variables en estudio, siendo el tratamiento con 1 psi 
el mejor de los tres tratamientos (0.3, 0.5 y 1 psi), este resultado se opone a lo 
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mostrado por Fonseca et al. (2011), quien utilizó 0.3 psi para la inyección de 
compuestos hormonales sintéticos, que coincide en lo observado por Qin et al. 
(2002). Sin embrago nuestros resultados son semejantes a lo presentado por Lanaro 
et al. (2011), quien utiliza 0.7 psi para la inyección hidrodinámica de muestras de 
herbicidas fenoxiacéticos. Es importante mencionar que se observó un incremento 
lineal en el tiempo de retención, simultaneo al incremento en la presión de inyección 
de la muestra, ocurriendo del mismo modo para las variables de área y altura, todos 
con valores de R2 ≥ 0.98. Así mismo, se encontró una relación positiva entre los 
valores de altura y área con respecto al tiempo de retención, mismos que 
presentaron valores de R2 = 0.9451 y R2 = 0.9819, respectivamente, el valor de 
significancia fue superior P ≤ 0.01 para los análisis de regresión realizados en este 
apartado del trabajo. Los resultados para los análisis de regresión se muestran en la 
Tabla 3. 
 
Tabla 3. Resultados para los análisis de regresión sobre la inyección de muestra. 
Eje X Eje Y Ecuación R2 
TR (min) 
Presión 
(psi) 
y = 2.1512x + 2.2269 0.9845*°† 
Área  y = 366257x + 21184 0.9811*° 
Altura y = 101530x - 9008.6 0.9977*°† 
Área  
TR (min) 
y = 165808x - 342301 0.9451*°† 
Altura y = 46458x – 111509 0.9819*°† 
* P ≤ 0.01 para la F del análisis de varianza; ° P ≤ 0.01 para la prueba de T sobre β; † P ≤ 0.01 para la 
prueba de T sobre la constante 
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6.3.5. Curva estándar de la metodología propuesta 
La curva estándar (Figura 7) con una R2=0.99, mostrando además un valor P ≤ 
0.01 en el análisis de varianza para regresión lineal simple, lo cual nos permite 
calcular la concentración de una muestra ambiental con gran exactitud.  
Las condiciones estándar para la cuantificación de 2,4-D presentadas en este 
trabajo no coinciden con la literatura previamente reportada; particularmente, el 
tiempo de migración encontrado fue de 4.4 min, utilizando un pH de 6.5 con una 
carga de 15 kV, diferente a los resultados observados por Scrano et al. (2006) quien 
utilizó un pH 3.6 con una carga 25.5 kV para oxasulfuron para un tiempo de 
migración cercano a los 15 minutos. Los resultados mostrados por Fu et al. (2008) 
son contrastantes de los aquí reportados, ya que ellos obtienen un tiempo de 
migración de casi 16 minutos con buffer de acetato/acético a 30 mmol con un pH 4.3 
para el herbicida 2,4-D; por otra parte, los resultados presentados por Song y Budde 
(1996) para los compuestos Paraquat y Diquat son contrastantes, ya que en su 
estudio, utilizaron un pH de 3.9 con buffer de ácido acético obteniendo un tiempo de 
migración cercano a los 10 minutos. 
Por otra parte, los límites de detección obtenidos en este trabajo (9.32 mg L-1) son 
mayores a los obtenidos Lanaro et al. (2011), quien obtuvo 0.5 mg L-1 para plasma 
sanguíneo y orina en la molécula Paraquat; también destaca lo reportado por Qin et 
al. (2002) quien obtuvo un límite de detección para 2,4-D de 0.009 mg L-1 utilizando 
buffer de acetato/ácido acético, aplicando un tratamiento de extracción y 
concentración del compuesto herbicida. Más recientemente, Fonseca et al. (2011) 
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obtuvo límites de detección 3.16 mg L-1 en muestras de agua contaminadas con 
moléculas estrogénicas. 
 
Figura 7. La curva estándar para la cuantificación de 2,4-D utilizando las condiciones 
de cuantificación definidas en el proceso de estandarización (20 mmol de buffer de 
fosfatos, pH 6.5, 15 kV, 1 psi) utilizando 5 µL de muestra. 
 
6.4. Análisis de muestras de agua previamente contaminadas con 2,4-D 
Se realizó una evaluación parcial de la metodología utilizando agua comercial para 
consumo humano y agua del Río Pesquería, con la finalidad de encontrar alteración 
sobre la línea base del electroferograma típico, para las condiciones establecidas en 
este trabajo (Figura 8), que pudiesen disminuir la eficiencia de la técnica al momento 
de ser sometidas para realizar un análisis ambiental. 
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Figura 8. Electroferograma típico a las condiciones establecidas en este trabajo 
(Buffer de fosfatos, pH 6.5, presión de inyección 1 psi y 5 µl muestra). 
 
 El experimento mostró cambios sobre la forma típica de la línea base, como 
puede observarse en la Figura 9, y perdidas del producto 2,4-D adicionado a ambas 
muestras, esto podría ser explicado en primera instancia por la absorción del 2,4-D al 
filtro; el agua de consumo tuvo una reducción, en absorbancia, cercana al 20% en 
comparación del estándar. La muestra tomada del Río Pesquería mostró una perdida 
en la lectura de casi un 50% con respecto al estándar, esto pudo ser ocasionado por 
la absorción del filtro, junto a la adhesión del 2,4-D a partículas de arcilla y otros 
coloides suspendidos en la muestra (Bakhtiary et al., 2013).   
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Figura 9. Electroferogramas obtenidos con muestras del Río Pesquería (“A” sin 2,4-
D; “B” con 2,4-D) y electroferograma “C” con agua Mili Q (para los tres casos se usó 
la metodología establecida en este trabajo).  
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5. CONCLUSIONES 
 
Bajo las condiciones de trabajo propuestas para esta investigación, fue posible 
desarrollar una metodología capaz de cuantificar 2,4-D a concentraciones entre 0.1 – 
20 mg L-1 utilizando Electroforesis Capilar en Zona. La metodología propuesta en 
este trabajo permitió obtener buena reproducibilidad y resolución en los 
electroferogramas, mostrando además mayor rapidez que la reportada previamente 
en la literatura.  
El límite de detección obtenido fue de 9.32 mg L-1, muy por encima de los 
resultados observados por otros investigadores. Conjuntamente, las condiciones de 
trabajo propuestas no permitieron observar electroferogramas bien definidos o sin 
alteraciones provocadas por compuestos químicos presentes en las muestras 
ambientales de agua, por lo que será necesario incorporar un proceso de extracción, 
purificación y concentración del 2,4-D, previo al uso de esta metodología en 
muestras ambientales de agua y suelo.  
Estandarizar la técnica de Electroforesis Capilar en Zona tuvo como principal 
problemática conseguir la estabilidad en la corriente aplicada al medio, ya que no fue 
posible observar un electroferograma definido hasta lograr dicho objetivo. El tipo y 
concentración de los buffers de corrida deben ser definidos desde el inicio de trabajo 
para lograr resultados aceptables con esta técnica, ya que dependerá del buffer 
seleccionado la capacidad de separación de los compuestos a estudiar, la estabilidad 
de corriente y la definición del electroferograma. 
28 
6. RECOMENDACIONES  
 
Debido al alto nivel de detección (9.32 mg L-1), en contraste a los reportados 
previamente en la literatura, se vuelve necesario buscar una alternativa para la 
extracción del compuesto o su concentración, con la finalidad de favorecer la 
disminución en el límite de detección de la técnica y de ese modo lograr analizar 
muestras de agua y suelo a concentraciones de micro o nanogramos por litro, 
comúnmente encontradas en el ambiente, permitiendo además, evitar interferencia 
provocada por otros compuestos presentes en la muestra. 
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8.  ANEXOS 
8.1. Resumen presentado en el II Congreso de Investigación en Ciencia y 
Tecnología Agropecuaria 
 
 
 
Figura 10. Resumen del trabajo presentado, en formato oral, en el marco del II 
Congreso de Investigación en Ciencia y Tecnología Agropecuaría, con sede en el 
Instituto Tecnológico Roque, Celaya, Gto del 12 – 14 mayo de 2014. 
 
